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研究报告 

一株产嗜铁素耐镉菌的分离及其对黑麦草种子萌发的作用 

武雯雯  薛林贵*  张璐  王韶梅  常思静  李明聪  刘映彤  何园园 
兰州交通大学化学与生物工程学院  甘肃 兰州  730070 

摘  要：【背景】产嗜铁素细菌(Siderophore-Producing Bacteria，SPB)是一类耐重金属性能较好的促

生微生物，将其应用于土壤重金属污染修复方面的研究已成为该领域的研究热点。【目标】为重金属

镉污染土壤修复提供种质资源，并探究产嗜铁素细菌对 Cd2+胁迫下黑麦草种子萌发的影响。【方法】

采用微生物分离纯化技术，从甘肃省临泽县宏鑫矿业尾矿区采集土壤样品，分离筛选出一株能够产

嗜铁素且耐镉胁迫的菌株，采用 16S rRNA 基因序列鉴定该菌株，并测定其嗜铁素螯合基团结构类

型及生长和产嗜铁素曲线，对菌株嗜铁素分离纯化后测定其荧光强度并进行紫外光谱扫描，最后探

究嗜铁素及其产生菌对 Cd2+胁迫下黑麦草种子萌发的影响。【结果】经鉴定该菌为假单胞菌属

(Pseudomonas sp. W-STS-8)，能产生一种黄绿色嗜铁素——脓菌素(Pyoverdine)，该嗜铁素同时具有

异羟肟酸型和儿茶酚型 2 种螯合结构；其嗜铁素产量在菌株生长稳定期的后期达到最大值(68%)，

而且嗜铁素产量与菌株生物量呈正相关。嗜铁素经分离纯化后，在紫外灯(254 nm)下可见荧光，在

400 nm 处具有紫外光谱特征吸收峰。该菌及其嗜铁素对 Cd2+胁迫下黑麦草种子萌发实验结果表明，

与对照相比，经 W-STS-8 菌悬液和嗜铁素处理后黑麦草种子发芽率显著上升，分别提高了 73.14%

和 150.92%。【结论】对该菌株的深入研究，可为重金属镉污染土壤的微生物-植物联合修复的生态

修复工程提供种质资源和科学基础。 

关键词：荧光嗜铁素，耐镉菌株，分离，黑麦草，种子发芽率 

Isolation of a siderophore-producing and cadmium-resistant 
bacteria and its effect on seed germination of ryegrass 
WU Wenwen  XUE Lingui*  ZHANG Lu  WANG Shaomei  CHANG Sijing   
LI Mingcong  LIU Yingtong  HE Yuanyuan 

School of Chemical and Biological Engineering, Lanzhou Jiaotong University, Lanzhou, Gansu 730070, China 

Abstract: [Background] Siderophore-producing bacteria (SPB) is a kind of growth-promoting 
microorganism with high heavy metal resistance, and its application in soil remediation of heavy metal 
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contaminated soil has attracted increasingly attentions. [Objective] To provide organism resources for 
remediation of heavy metal cadmium contaminated soil; To investigate the effect of SPB on seed 
germination of ryegrass under cadmium stress. [Methods] The soil that isolated the bacteria was collected 
from Hongxin Mining Area, Linze county, Gansu province, a bacteria is capable of both producing 
siderophore and cadmium-resistant was obtained by isolating and purificating of microorganisms 
technology, and the identifying of this strain was used 16S rRNA gene sequence, and the structure type of 
chelating groups of siderophore, the growth curve and siderophore production curve of the strain were 
measured, the fluorescence intensity and ultraviolet spectrum of the siderophore were determinated after 
separating and purificating from the culture of this bacterium. Finally, the effects of siderophore and its 
producing bacteria on the germination of ryegrass under cadmium stress were investigated. [Results] The 
bacteria was identified as Pseudomonas sp. W-STS-8 and it could secrete a yellow-green 
siderophore—pyoverdine, which has two types chelating groups structures, hydroxamates type and 
catecholates type. The yield of siderophore reached its maximum value (68%) at the late of the stationary 
phase, and the yield of siderophore was positively correlated with the biomass of the strain. After 
separating and purificating of siderophore, the fluorescence could be observed under UV light (254 nm), 
and the characteristic absorption peak of ultraviolet spectrum was at 400 nm. By studying the effects of 
siderophore and its producing bacteria on the germination of ryegrass under cadmium stress, the result 
showed that compared with the control group, the strain culture and its siderophore showed remarkable 
effect, the seed germination rate of ryegrass increased by 73.14% and 150.92%, respectively. [Conclusion] 
This strain is expected to provide microbes resources and scientific basis for ecological remediation 
project by further study, which related to microbial-plant combined remediation of soil contaminated by 
cadmium. 

Keywords: fluorescent siderophore, cadmium-resistant bacteria, isolation, ryegrass, seed germination rate 

重金属污染伴随着农业和工业生产的发展日

益严重[1-2]，其中，镉的污染也列在五大有毒重金

属污染中，因其半衰期较长，不仅影响植物和动

物生长繁殖，而且通过食物链对人类健康产生不

可逆转的危害[3]。 

微生物-植物联合修复是一种益于环境、经济

有效的原位修复技术，对于重金属污染环境的治

理具有重要的应用前景[4]。由于重金属的毒害，用

于污染土壤修复的植物在重金属污染环境中生长

缓慢、生物量低，而且对于生物有效性低的重金

属不易吸收，极大地影响了修复效率[5]。有一些微

生物具有能吸附和转化某些重金属的能力[6]，其代

谢产生的次级代谢物能使重金属的生物有效性增

加，从而促进植物对重金属的富集积累[7]。研究表

明，产嗜铁素细菌(Siderophore-Producing Bacteria，

SPB)不仅对重金属胁迫下的植物生长有促进作

用，缓解重金属对植物的毒害，为植物提供营养

物质，促进植物生长并提高其对重金属耐受性[8]，

并且还能促进重金属的活化，促进植物对其的吸

收[9-12]。 

SPB 分泌的次级代谢物——嗜铁素是一种低分

子量的有机物[13]，其主要功能是结合土壤环境中

的铁元素(Fe3+)，提高了土壤难溶铁的溶解性，从

而提高铁元素的有效性，微生物和植物可以直接

吸收利用，促进其生物量增加。此外，研究表

明，嗜铁素能与重金属离子结合形成可溶性的络

合物[12,14-19]，基于此络合机制，将产嗜铁素微生物

用于重金属污染生物修复领域的研究得到学者高

度重视[20]，其原因在于：一方面重金属结合游离

的嗜铁素阻止了铁离子的螯合，导致铁元素缺

乏，从而刺激更多嗜铁素合成[21]，在一定程度上

能够保护微生物免受重金属毒害[22-25]，提高该微

生物本身对重金属的耐性，促进细菌生长。例

如：Pseudomonas aeruginosa KUCd1 在 Cd2+作用下
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能合成更多的嗜铁素——脓菌素(Pyoverdine)，以

提高菌株对该元素的耐受性 [26]。另外，在添加

Cd2+时，Streptomyces tendae F4 在合成嗜铁素的同

时，也伴随着细胞中 Cd2+积累量的减少[22]。另一

方面，由于嗜铁素对重金属离子强烈的亲和性[27]，

重金属与嗜铁素的螯合物不仅减轻了重金属离子

的毒性，而且还提高了植物根际环境中重金属的

活性，增加植物对重金属的吸收和积累[17]，提高

植物修复效率[12,28]。有文献报道，嗜铁素产生菌

Streptomyces acidiscabies E13 在 Al、Cu、Mn、Ni 和

U 胁迫下，能增强豇豆对金属离子的吸收能力[21]。 

甘肃省临泽县某矿区因长期采矿活动及产生

的尾矿导致周围土壤产生严重的重金属污染，包

括铁、铅、锰、镉等，对矿区重金属污染土壤的

治理和修复迫在眉睫。黑麦草作为一种多年生禾

本科植物，因其具有生物量大、生长速度快、在

镉胁迫下受损较小、对重金属有较强的耐受性和

修复能力，以及能将吸收的各类重金属转移到地

上部分等多种优良特性[29-30]，所以本研究选用黑

麦草作为实验植物进行重金属污染修复实验。此

外，目前有关嗜铁素产生菌应用于镉污染修复方

面的研究较少，本研究以矿区尾矿镉污染土壤修

复为研究目标，希望解决菌种资源瓶颈问题，并

通过初步实验研究，为产嗜铁素细菌与高富集植

物黑麦草共生、提高植物对重金属的积累效率提

供更多参考，以期为后续镉污染土壤的微生物-植

物联合修复技术提供种质资源和技术支撑。 

1  材料与方法 

1.1  样品采集 

土壤样品采自甘肃省临泽县宏鑫矿业尾矿

区，采用五点取样法进行采样，采样深度为 0− 

20 cm 。 采 样 尾 矿 区 中 心 地 理 位 置 为 东 经

100°14′49″和北纬 39°29′15″，该地区属大陆性荒漠

草原气候，年均降水量 118.4 mm，常年以西北风

和东风为主；采集的土壤样品去除异物，磨碎、

混匀、过筛(4 mm)后备用。 

1.2  主要试剂和仪器及培养基 

铬 天 青 (CAS) 和 十 六 烷 基 三 甲 基 溴 化 胺

(CTAB)，Coolaber 公司；DNA 提取试剂盒和 PCR

扩增试剂，兰州生物技术开发有限公司；黑麦草

种子，江苏尚东种业公司；其他所有生化试剂均

为分析纯级别。 

紫外-可见光分光光度仪，Unico 公司；PCR 扩

增仪和 DNA 电泳仪，广州市深华生物技术有限公

司；真空旋转蒸发仪，亚荣生化仪器厂；紫外可

见光谱仪，日立公司。 

LB 培养基参照参考文献[31]配制。 

VF 缺铁培养基(g/L)[32]：蔗糖 20.0，(NH4)2SO4 

3.5，L-天冬氨酸 1.5，L-甲硫氨酸 0.02，L-组氨酸

0.01，KH2PO4 1.0，MgSO4 0.5，NaCl 0.5。 

CAS 蓝色检测液[32]：铬天青 l.0 mmol/L，FeCl3 

0.1 mmol/L，十六烷基三甲基溴化胺 4.0 mmol/L，磷

酸盐缓冲液 0.1 mol/L，pH 6.8。 

CAS 蓝色检测平板：每 100 mL VF 培养基加

入 5 mL CAS 检测液，另外加入琼脂 1.8%，在

1.0×105 Pa 灭菌 20 min 后室温放置到约 60 °C 左右

缓慢加入 CAS 检测液，即得检测培养基。 

1.3  产嗜铁素耐 Cd 菌的分离筛选 

初筛时先用 LB 培养基对采样土壤进行富集培

养，然后用 CAS 蓝色检测平板进行分离筛选，通

过在其表面产生的橘黄色晕圈筛选出产嗜铁素的

菌株[32]。 

1.3.1  菌株富集培养、初筛及纯化 

称取已经除杂处理的土壤 1 g，装入已加有

100 mL LB 培养基的三角瓶中，在 30 °C、140 r/min

条件下培养 2 d 后，吸取上层悬浊液 1 mL，依次按

浓度梯度稀释到 10−2、10−3、10−4、10−5 和 10−6，然

后各取 100 μL 涂布于 CAS 蓝色平板，在 30 °C 恒温

培养箱中培养 3 d，根据是否产生橘黄色晕圈及产

圈大小，初步判定能产嗜铁素的菌株。挑选具有生

长优势的单个菌落重复划线 2−3 次，同时镜检其纯

度，直至获得纯培养菌株，−80 °C 保存。 



1898 微生物学通报 Microbiol. China 

  

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

1.3.2  耐重金属 Cd2+浓度检测 

将 1.3.1 筛选的产嗜铁素能力较好的菌株分别

接种到含有重金属 Cd2+的液体 VF 培养基中，通过

设 置 一系 列浓 度 (30、 60、 90、 120、 150 mg/L 

Cd2+)，以不加 Cd2+的处理组作空白对照。采用

CAS 液体检测方法对该菌株产生的嗜铁素进行定

量，并在分光光度计上测定其生长量(OD600)，选

择性能最优的菌株进行后续实验。 

1.3.3  嗜铁素定量测定 

通过采用 CAS 检测方法，在可见光分光光度

计上可以对嗜铁素定量。培养在液体 VF 培养基中

的菌液 5 000 r/min 离心 10 min，将上清液与 CAS

检测液按 1:1 的体积比混匀，静置 1 h 后，将混合

物用分光光度计测定吸光值 OD630，可以根据以

下公式计算出嗜铁素相对含量(Siderophore Units，

SU)[33]：SU(%)=(Ar–As)/Ar×100 

其中，Ar 是未接种的空白培养基与 CAS 检测液混

合物的吸光值；As 是接种菌株的培养上清液与

CAS 检测液混合物的吸光值。 

1.4  菌株的 16S rRNA 基因序列鉴定 

以筛选菌株的基因组 DNA 为模板，采用细菌

通用引物 27F (5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′)

和 1492R (5′-GGTTACCTTGTTACGACTT-3′)进行

PCR 扩增。PCR 反应体系[34]：DNA 样品 1 μL，

10×Buffer (Mg2+) 5 μL, dNTPs (2.5 mmol/L) 4 μL，

引物 27F 和 1492R (10 μmol/L)各 0.5 μL，Taq DNA

聚合酶(5 U/μL) 0.25 μL，加 ddH2O 至 25 μL。PCR

反应条件：94 °C 4 min；94 °C 45 s，55 °C 45 s，

72 °C 1 min，30 次循环；72 °C 10 min；4 °C 保

存。将 PCR 扩增产物进行 1.5%琼脂糖凝胶电

泳 ， 然 后 紫 外 凝 胶 成 像 系 统 检 测 是 否 扩 增 成

功。PCR 扩增产物的测序在西安擎科泽西生物

科技有限公司完成。将测序结果提交至 NCBI 数

据库 BLAST 比对后，选择相似性较高的相关菌

株，使用 MEGA 7.0 软件的邻接法 (Neighbor- 

Joining Method)构建系统发育树，以确定该菌株

分类地位[35]。 

1.5  菌株的生长曲线和产嗜铁素曲线绘制 

将菌株接种于 50 mL 液体 VF 培养基中，设置

3 个平行，置于 30 °C、140 r/min 条件下培养，分

别于 0、2、4、6、8、12、24、36、48、60、

72、84、96 和 120 h 取样，测定生物量(OD600)和

嗜铁素产量 SU (%)，并在 Origin 8.0 软件中绘制

曲线。 

1.6  嗜铁素特性鉴定 

1.6.1  嗜铁素的类型测定 

嗜铁素按照其螯合基团的结构不同可以分

为 4 类 [36]：异羟肟酸型、儿茶酚型、羟基羧  

酸盐型和混合型(即包括 2 种以上螯合基团)。通

过 FeCl3 实验 [37]、Arnow’s 实验 [38]及 Shenker’s

实验 [39]，确定菌株所产嗜铁素的螯合基团结构

类型。 

FeCl3 实验：在 1 mL 上清液中加入 1−5 mL 2%

的 FeCl3 溶液，若变红或变紫色则有嗜铁素存在，

1 mL 上清液中加入 1 mL FeCl3 溶液立即变红则为

异羟肟酸型；1 mL 上清液加入超过 1 mL FeCl3 溶

液才变红或变紫则为儿茶酚型。 

Arnow’s 实验：在 1 mL 上清液中加入 1 mL 

0.5 mol/L HCl 和 1 mL10%钼酸钠-亚硝酸钠溶液，

若溶液中存在邻苯二酚结构则亚硝酸分解，生成

黄色配体，溶液变黄；继续加入 1 mL 1 mol/L 

NaOH 溶液，若含有儿茶酚嗜铁素则溶液变红，

至少 1 h 不变色，在 OD510 处有特征吸收峰。 

Shenker’s 实验：在 1 mL 上清液中加入 1 mL   

750 µmol/L CuSO4 溶液和 2 mL pH 4.0 的醋酸  

盐 缓 冲 液 。 在 紫 外 分 光 光 度 计 中 扫 描 在  

190−280 nm 范围内的波长，观察是否有相应的

吸收峰。 

1.6.2  嗜铁素的特征吸收峰检测 

将 10 mL 培养至指数期(OD600 为 1.0)的菌液接

种到 500 mL 液体 VF 培养基中，30 °C、140 r/min

培养 5 d，将培养物 5 000 r/min 离心 10 min，弃去

菌体沉淀，收集上清液过 0.22 µm 滤膜，然后加入
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一定量的大孔树脂(XAD-2)，于 140 r/min 摇床振荡

12 h，使所有小分子物质充分吸附进大孔树脂中；

再进行抽滤，将液相与固相分离，收集所有固相

大孔树脂于三角瓶中，加无水甲醇至刚刚没过所

收集的固相树脂，在摇床中振荡 12 h，吸附于大孔

树脂中的小分子物质充分溶于甲醇中，收集液

相，反复溶出若干次，直至大孔树脂中的物质全

部溶解出来；将收集的所有甲醇溶液，于真空旋

转蒸发仪上蒸发，直至得到固体物质，将其收集

4 °C 冷藏备用[13]。 

将上述固体物质用无菌水溶解至 OD400 为

1.2，一部分在 254 nm 紫外灯下观察，通过其荧光

强度来检验嗜铁素纯化效果；一部分在紫外可见

光谱仪中测定嗜铁素的特征吸收峰。 

1.7  Cd2+胁迫下黑麦草种子萌发实验 

1.7.1  不同浓度重金属 Cd2+对黑麦草发芽率的影响 

挑选饱满健康的黑麦草种子，使用 10%次氯

酸钠消毒 5 min，无菌水反复冲洗 5 遍备用。使用

灭菌的 VF 培养液设置一系列不同的 Cd2+浓度(30、

60、90、120、150 和 180 mg/L)，以不添加 Cd2+的

VF 培养液作为空白对照。每个培养皿(直径 12 cm)

中加入 20 mL 含不同浓度 Cd2+的培养液，放置两层

无菌滤纸，其上均匀放置 50 颗黑麦草种子，于

25 °C 室温自然光下培养，期间每隔 12 h 喷施无菌

水，使其湿润度保持在 75%。每组 3 个重复，5 d

后计算其发芽率。发芽率(%)的计算公式：  

发芽率 /(%)= 100发 数 试 数萌 种子 供 种子 。 

1.7.2  菌株对镉胁迫下黑麦草发芽率的影响 

通过计算上述不同浓度重金属 Cd2+胁迫下黑

麦草的发芽率情况，选取发芽率较低的 Cd2+浓

度，通过加入不同浓度菌液和嗜铁素，以仅添加

90 mg/L Cd2+的处理组为空白对照，计算添加菌液

后对 Cd2+胁迫下黑麦草发芽率的影响。 

取 5 mL 指数期菌液接种于 250 mL 液体 VF  

培养基中，30 °C、150 r/min 培养 24 h，菌液     

5 000 r/min 离心 10 min，然后每皿取 20 mL VF 培

养液(其中 Cd2+浓度均为 90 mg/L)制备成一系列不

同的菌液浓度(OD600 为 0.0、0.4、0.8、1.0、1.2、

1.4、1.6 和 1.8)。每组 3 个重复，培养 5 d 后计算发

芽率。 

1.7.3  嗜铁素对镉胁迫下黑麦草发芽率的影响 

将提取的固体粉末嗜铁素溶于 VF 培养液中，

制备成一系列不同的嗜铁素浓度(OD400 为 0.0、

0.2、0.4、0.6、1.0、1.3、1.7 和 2.0)，每皿 20 mL 

(其中 Cd2+浓度均为 90 mg/L)。每组 3 个重复，培

养 5 d 后计算发芽率。 

1.8  数据分析与处理 

菌株鉴定后获得基因序列，使用 NCBI 进行

BLAST 比对分析，通过 MEGA 7.0 软件绘制系统发

育树。所有数据均采用 Microsoft Excel 2019 生

成。数据分析和图形绘制均使用 SPSS 21 和 Origin 

8.0 软件。 

2  结果与分析 

2.1  产嗜铁素耐镉菌的分离筛选 

通过富集培养后，在 CAS 蓝色平板上通过

菌落周围产生的橘黄色晕圈，可以分离出若干

产嗜铁素细菌，然后将其反复纯化至纯菌株，

并根据橘黄色晕圈的大小筛选出产嗜铁素性能

较好的 5 种菌株，如图 1 所示，分别命名为

W-STS-1 、 W-STS-5 、 W-STS-6 、 W-STS-7 和

W-STS-8。 

在耐重金属 Cd2+检测中，5 种菌株在不同

Cd2+浓度的 VF 培养基中，其生长量和产嗜铁素量

如图 2A 和 2B 所示，5 株菌在 Cd2+浓度为 30 mg/L

和 60 mg/L 时生长量较高，而在 90 mg/L 浓度之

后 ， 4 株 菌 (W-STS-1 、 W-STS-5 、 W-STS-6 、

W-STS-7)生长速率降低，生物量急剧减少，部分

菌 株 死 亡 。 然 而 W-STS-8 菌 株 在 Cd2+ 浓 度 为

30−150 mg/L 时生物量一直保持在较高水平，而且

其生长量与产嗜铁素量显著正相关，如图 2C 所

示，在 Cd2+浓度为 60 mg/L 时嗜铁素的产量最高

(约为 68.38%)，与空白对照(不添加 Cd2+)处理组相

比 ， 嗜 铁 素 产 量 提 高 了 17.65% ， 因 此 选 定

W-STS-8 菌株作为后续研究菌株。 
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图 1  CAS 蓝色平板检测结果 
Figure 1  Test results of siderophore production in the CAS blue plates 

注：A：W-STS-1；B：W-STS-5；C：W-STS-6；D：W-STS-7；EW-STS-8；F：空白对照 

Note: A: W-STS-1; B: W-STS-5; C: W-STS-6; D: W-STS-7; E: W-STS-8; F: Blank control 
 

 
 

图 2  菌株重金属 Cd2+耐受性实验结果 
Figure 2  Testing results of the domestication of Cd2+ tolerance in strains 

注：A：5 株菌在不同 Cd2+浓度胁迫下的生长量；B：5 株菌在不同 Cd2+浓度胁迫下的嗜铁素产量，相同 Cd2+浓度下不同小写字母

表示不同菌株的嗜铁素产量差异显著(P<0.05)；C：W-STS-8 菌株在不同 Cd2+浓度胁迫下的生长量和嗜铁素产量，不同浓度 Cd2+下

不同小写字母表示菌株 W-STS-8 嗜铁素产量差异显著(P<0.05) 

Note: A: The growth of 5 strains under different Cd2+ concentration stress; B: The yield of siderophore of 5 strains under different Cd2+ 
concentration stress (different lowercase letters indicate significant differences between the SU (%) of different strains for the same Cd2+ 
concentration stress at the 0.05 level); C: The growth and siderophore production of W-STS-8 strain under different Cd2+ concentration stress 
(different lowercase letters indicate significant differences between the SU (%) of W-STS-8 strain for the different Cd2+ concentration stress 
at the 0.05 level) 
 

2.2  菌株的 16S rRNA 基因序列分析鉴定 

利用 PCR 扩增 16S rRNA 基因，对扩增后的序

列进行拼接，基因序列在 NCBI 中进行比对后，采

用 MEGA 7.0 构建系统发育树，结果见图 3。菌株

W-STS-8 基因序列长度为 1 397 bp，将其发布在

GenBank 数 据 库 中 ， 获 得 的 序 列 登 录 号 为

MT967291。从图 3 中可以看出，菌株 W-STS-8 与

荧光假单胞菌(Pseudomonas fluorescens strain B8)相

似度最高(约为 99.93%)，因此，菌株 W-STS-8 被鉴

定为假单胞菌属(Pseudomonas sp.)。 

2.3  W-STS 8 菌株的生长曲线与产嗜铁素曲线 

将 W-STS-8 菌株培养在 VF 液体培养基中，得

到如图 4 所示生长曲线和产嗜铁素曲线。如图 4 所

示，该菌株的生长在 24 h 后达到稳定期，108 h 后 
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图 3  基于 16S rRNA 基因序列的菌株系统发育树 
Figure 3  Phylogenetic trees of identified bacterial strains based on 16S rRNA gene sequence 

注：分支上的数字表示构建系统发育树时 1 000 次计算形成该节点的百分比；分支的长度代表进化距离，系数为 0.02；括号内的序

号为菌株的 GenBank 登录号 

Note: A: Numbers at the branch nodes are bootstrap values, expressed as percentages of 1 000 replicates; The length of branch represents the 
evolutionary distance and the coefficient is 0.02; The number in parentheses is the GenBank accession number of a strain 
 

进入衰亡期；而其嗜铁素产量在菌株处于指数期时

开始显著上升，72 h 时嗜铁素产量达到最大值。研

究结果表明，对该菌株嗜铁素的定量检测可以在菌

株生长的稳定期的后期进行检测。 

2.4  嗜铁素特性鉴定 

2.4.1  嗜铁素的类型检测 

菌株 W-STS-8 产生的嗜铁素螯合基团的结构类

型检测见表 1。FeCl3 实验结果呈阳性，Arnow’s 实

验结果呈阳性，而 Shenker’s 实验结果呈阴性，显色

结果如图 5A 和 5B 所示。结果表明菌株 W-STS-8 

 

 
 

图 4  菌株 W-STS-8 的生长曲线和产嗜铁素曲线 
Figure 4  The growth curve and siderophore production 
curve of W-STS-8 strain 

表 1  嗜铁素螯合基团结构类型检测结果 
Table 1  Testing results of structure types of siderophore 
chelating groups 

序号 

No. 

嗜铁素类型 

Type of siderophore 

结果 

Result 
1 异羟肟酸型 

Hydroxamate type 

+ 

2 儿茶酚型 

Catecholate type 

+ 

3 羧酸型 

Hydroxycarboxylate type 

− 

注：+：阳性；−：阴性 

Note: +: Positive; −: Negative 

 

 
 

图 5  嗜铁素螯合基团结构类型检测结果显色图 
Figure 5  The color testing results of structure types of 
siderophore chelating groups 
注：A：异羟肟酸型；B：儿茶酚型 

Note: A: Hydroxamate type; B: Catecholate type 
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产生的嗜铁素其螯合基团具有异羟肟酸型和儿茶酚

型 2 种结构类型，因此，该嗜铁素是混合型嗜铁素。 

2.4.2  嗜铁素的特征吸收峰检测 

如图 6A 所示，正常光照下菌液呈现黄绿色，即菌

株 W-STS-8 能分泌产生一种黄绿色产物。将经过分离

纯化的嗜铁素溶于无菌水后，在紫外灯下观察，结果

如图 6B 和 6C 所示，在紫外光下嗜铁素提取液的荧

光强度比菌体培养液显著提高，因而可以证明所提

取的嗜铁素纯度较好，可用于后续实验研究。将提

取 的 嗜 铁 素 通 过 紫 外 可 见 光 全 波 段 扫 描 (300−     

800 nm)，结果在 400 nm 处产生一特征吸收峰(图 7)。 

2.5  Cd2+胁迫下黑麦草种子萌发实验 

2.5.1  不同浓度重金属 Cd2+对黑麦草发芽率的影响 

不同浓度重金属 Cd2+对黑麦草发芽率的影响

结果如图 8A 所示，随着 Cd2+浓度增加，黑麦草种

子发芽率明显降低，这说明重金属 Cd2+对生物有

显著的毒害作用，影响生物体的代谢作用，进而

影响其生长发育[5]。由图 8A 可知，在 Cd2+浓度

为 90 mg/L 时，种子发芽率降至 36%，因此选择

这一抑制浓度作为后续实验浓度。 

2.5.2  菌株对 Cd2+胁迫下黑麦草发芽率的影响 

由图 8B 可知，当添加不同浓度 W-STS-8 菌液

时，培养 5 d 后黑麦草种子的发芽率均有所提高，

其中添加菌液浓度 OD600 为 1.4 时，与对照相比，

黑麦草种子发芽率提高了 73.14%。实验结果表

明，添加适宜浓度的菌液有利于缓解和减轻重金

属 Cd2+胁迫引起的毒害作用，因而提高了黑麦草

种子的发芽率。 

 

 
 

图 6  菌株 W-STS-8 嗜铁素荧光观察结果 
Figure 6  The observed results of fluorescence of siderophore produced by W-STS-8 strain 

注：A：VF 培养菌液(日光下)；B：VF 培养菌液(紫外下)；C：嗜铁素提取液(紫外下) 

Note: A: VF culture (in sunlight); B: VF culture (in UV light); C: Siderophore extracts (in UV light) 

 

 
 

图 7  嗜铁素的紫外可见光全波段扫描图谱 
Figure 7  The UV-Vis spectra of siderophore 

2.5.3  嗜铁素对 Cd2+胁迫下黑麦草发芽率的影响 

如图 8C 所示，添加不同浓度嗜铁素时黑麦草

种子发芽率显著上升，尤其当嗜铁素浓度 OD400 为

1.3 时 ， 与 对 照 相 比 ， 种 子 发 芽 率 提 高 了

150.92%，种子发芽情况如图 9 所示。实验结果表

明，直接添加适宜浓度的嗜铁素，镉胁迫下黑麦

草种子的发芽率显著提高，这进一步表明嗜铁素

与重金属 Cd2+具有高度亲和性，二者的结合降低

了外界环境中游离 Cd2+的毒害作用，因而缓解和

减轻了 Cd2+的胁迫作用，促进种子在胁迫环境中

快速萌发和生长。 
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图 8  嗜铁素及其产生菌对 Cd2+胁迫下黑麦草发芽率 
Figure 8  Effects of siderophore and its producing strain on the germination rate of ryegrass under Cd2+ stress 

注：A：不同 Cd2+浓度对黑麦草发芽率的影响；B：菌株 W-STS-8 对黑麦草发芽率的影响；C：嗜铁素对黑麦草发芽率的影响 

Note: A: Effects of Cd2+ concentration on the germination rate of ryegrass; B: Effects of W-STS-8 strain on the germination rate of ryegrass 
under Cd2+ stress; C: Effects of siderophore extracts on the germination rate of ryegrass under Cd2+ stress 
 

 
 

图 9  黑麦草种子发芽情况图片 
Figure 9  Pictures of seed germination of ryegrass 

注：A：不同 Cd2+浓度(0、30、60、90、120、150、180 mg/L)对黑麦草种子发芽的影响；B：菌株 W-STS-8 (OD600=0.0、0.4、0.8、

1.0、1.2、1.4、1.6、1.8)处理对黑麦草种子发芽的影响；C：嗜铁素(OD400=0.0、0.2、0.4、0.6、1.0、1.3、1.7、2.0)处理对黑麦草种

子发芽的影响 

Note: A: Effects of Cd2+ concentration on the germination rate of ryegrass (0, 30, 60, 90, 120, 150, 180 mg/L); B: Effects of W-STS-8 strain 
on the germination rate of ryegrass under Cd2+ stress (OD600=0.0, 0.4, 0.8, 1.0, 1.2, 1.4, 1.6, 1.8); C: Effects of siderophore extracts on the 
germination rate of ryegrass under Cd2+ stress (OD400=0.0, 0.2, 0.4, 0.6, 1.0, 1.3, 1.7, 2.0) 
 

3  讨论 

本研究从硫铁矿尾矿中分离筛选出一株产嗜

铁素耐镉的菌株(Pseudomonas sp. W-STS-8)，在

Cd2+浓度为 60−150 mg/L 时，该菌生长量和嗜铁素

产量一直保持较高水平，与空白对照相比，嗜铁

素产量提高了 17.65%。Sinha 等研究表明对 Cd2+有

耐受性的 Pseudomonas aeruginosa KUCd1 在添加

Cd2+后，其嗜铁素的合成会增加[26]。Dimkpa 等利 

用产嗜铁素耐镉微生物 Streptomyces tendae F4，

研究发现添加 Cd2+浓度为 100 µmol/L 时能刺激其

产生更多的嗜铁素[22]。我们的研究结果也进一步

证实了这一结论，即菌株 W-STS-8 能够在高浓度

Cd2+存在的环境中刺激细菌合成并分泌更多的嗜

铁素。 

截至目前国内外已发现了 500 多种嗜铁素[40]，

其中对假单胞菌属产生的嗜铁素研究较多，结果
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发现多数假单胞菌产生一种复合缩氨酸嗜铁素[41-42]，

其具有荧光特性，同时具有异羟肟酸型及儿茶酚

型螯合基团特征[43]。近年有研究通过高效液相色

谱技术分析还发现，某些恶臭假单胞菌(P. putida)

能产生同时具有异羟肟酸型、儿茶酚型及 α-羟基

羧酸 3 种基团的嗜铁素[44]，有些细菌还能产生一种

新 型 的 嗜 铁 素 Pyridine-2,6-Bis (Thiocarboxylic 

Acid)[45]。本研究分离鉴定的假单胞菌 W-STS-8 培

养液呈现黄绿色，且其嗜铁素提取液在紫外灯照射

下同样能够观察到荧光，测定结果说明该菌能产

生具有异羟肟酸型、儿茶酚型 2 种螯合基团类型的

混合型嗜铁素，该嗜铁素的提取液在 400 nm处产生

的紫外波长吸收峰，与 Albrecht-Gary 等[46]的研究

结果一致，即荧光假单胞菌产生一种黄绿色嗜铁

素——脓菌素，能够在紫外灯下发出荧光，而且

在 400 nm 附近有一特征吸收峰。 

赵树民等从黑麦草根际土壤分离得到一株产

嗜 铁 素 耐 镉 巨 大 芽 孢 杆 菌 (Bacillus megaterium 

LY02)，该菌对重金属 Cd2+胁迫下黑麦草种子的萌

发也有较好的促进作用，但是随着 Cd2+浓度增加

至 15 mg/L，该菌的作用效果明显减弱[47]。本研究

分离筛选的菌株 W-STS-8 及其产生的嗜铁素，在

Cd2+浓度高达 90 mg/L 时，对 Cd2+胁迫下黑麦草的

种子萌发均有显著的促进效果，相较于赵树民等

的研究结果促进效果更好。在实际应用中，虽然

使用嗜铁素处理重金属镉污染土壤效果更佳，但

考虑到污染土壤修复的规模及经济成本等，以产

嗜铁素耐镉菌悬液进行实际修复应用更有价值，

本研究对于如何解决当前土壤中重金属污染问题

提供了新思路。 

4  结论 

(1) 本文从甘肃省临泽县硫铁矿尾矿分离筛

选出一株产嗜铁素耐 Cd2+菌株(Pseudomonas sp. 

W-STS-8)，经过 16S rRNA 基因序列鉴定其为假单

胞菌属，能产生同时具有异羟肟酸型和儿茶酚型   

2 种螯合基团的混合型嗜铁素，该菌产生的嗜铁素

从对数期开始累积，稳定期的后期时菌液中嗜铁素

产量达到稳定，其产量与生物量显著正相关。 

(2) 通过将菌株 W-STS-8 产生的嗜铁素分离

纯化，在紫外灯下观察荧光强度较好，表明得到

纯度较好的嗜铁素，紫外可见光光谱扫描显示嗜

铁素在 400 nm 处出现特征吸收峰，因此可利用其特

殊的紫外可见光吸收特征对嗜铁素进行定量分析。 

(3) 镉胁迫下黑麦草种子发芽实验结果表明，

产嗜铁素细菌的菌悬液和嗜铁素均能显著减缓重

金属镉对黑麦草种子萌发造成的毒害作用，表明菌

株 W-STS-8 产生的嗜铁素通过与重金属 Cd2+络

合，减轻了镉对黑麦草种子的毒害作用，提高了黑

麦草的种子发芽率。 

这些研究结果可为后期产嗜铁素耐镉菌株

W-STS-8 联合黑麦草修复镉污染土壤提供良好的技

术支撑，也为重金属污染土壤的生态修复工程提供

了科学方法和思路。 
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